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Summary
SUMMARY
In CHAPTER 1 the clinical relevance of I/R-injury is outlined. Clinical as well as experi-
mental studies have contributed to the elucidation of crucial mechanistic aspects of I/R-
pathophysiology. The specific contributions of apoptosis and inflammation to the devel-
opment of tissue damage as a consequence of I/R are discussed. The first section deals
with some of the more general morphological and biochemical aspects of apoptosis and
necrosis. While apoptosis paradigmatically is a directed and energy dependent process
that is not followed by an inflammatory response, necrosis is believed to mainly repre-
sent gross injury to the cell followed by inflammation. Several arguments are put forth
suggesting that apoptosis and necrosis, in practice as well as from a functional point of
view, may be indistinguishable forms of cell death.
In the second section the general principles of induction and execution of apoptosis are
described. Apoptosis can be induced by death-receptor dependent (extrinsic) or death-
receptor independent (intrinsic) stimuli. Subsequently, caspases are enzymes that medi-
ate the intracellular execution of apoptosis, which will ultimately result in the apoptotic
phenotype. The third section outlines the important role of inflammation in the develop-
ment of I/R-induccd organ injury. Aspccific tissue damage is inflicted by oxygen free
radicals produced as a result of compromised energy metabolism or neutrophil oxidative
burst activity. I/R-induccd acute inllammation is characterized by influx of neutrophils to
the postischemic tissue where they contribute to tissue injury. Also, delayed I/R-induced
inflammation that enhances tissue immunogenicity is discussed.
The fourth section of the introduction addresses the interplay between apoptosis and
inflammation in the course of "I/R. Besides apoptosis, activated caspases can mediate the
proteolytic activation of pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and EMAP-II in the
course of I/R. These and other caspase substrates are potentially involved in I/R-injury
pathogenesis. Moreover, natural endogenous protection mechanisms such as cFLIP accu-
mulation (which prevents activation of caspase-8 and therefore activation of the extrin-
sic apoptotic pathway) or the acute phase response can inhibit apoptosis and inflamma-
tion following 1/R and may determine the outcome.
At the end of the introduction, clinical perspectives of perceiving apoptosis as a func-
tional contributor to I/R-injury are evaluated. Pharmacological modulation of apoptosis
by means of specific inhibition of" apoptotic pathways may be applied to treat a variety
of clinical conditions including renal 1/R-injury. Besides, diagnostic means to predict the
extent of reperfusion injury in ischemically injured transplant grafts could be based upon
the important role of apoptosis in 1 R pathophysiology. It is concluded that an overall bal-
ance between factors favoring either necrosis, apoptosis or cell survival will ultimately
determine the amount of reperfusion injury'.
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In CHAPTER 2 the interplay between LR-induced renal inflammation and apoptosis was
investigated. To this end. the roles of the pro-inflammatory mediator TNF-tt and the anti-
inflammatory mediator IL-10 in inflammation and apoptosis following renal I/R were
studied. Mice were subjected to 45 min of ischemia followed by reperfusion and subse-
quently administered neutralizing antibodies against either TNF-a (TN3). II.-10 (JLS5-
2A5) or control. After 1 day of reperfusion anti- TNF-cx treatment reduced while anti-lL-
10 treatment exacerbated postischemic renal injury, inflammation and. to a lesser extent,
apoptosis as measured by changes in blood urea nitrogen content, immunohistologically
detectable renal TNF-a protein and neutrophils. histological integrity of renal parenchy-
ma and DNA-ladder formation. Furthermore. anti-IL-10 treatment enhanced MIR' class
1 and II expression at day 7 as measured by enzyme immuno assay and immunohistol-
ogy. These data indicate that the extent of reperfusion induced apoptosis is modulated by
the inflammatory response during which locally produced TNF-a plays a significant role
in the development of tissue injury. Subsequently, this pro-inflammatory reaction is
accompanied by endogenous production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 which
serves as a physiological counterbalance to the effects of TNF-a.
In CHAPTER 3 delayed I/R-induced inflammation, involving IFN-y dependent upregula-
tion of MHC class I and II antigen expression, is addressed. Kmploying a murine model
of renal ischemia we show that renal IL-18 mRNA upregulation coincides with caspase-
1 activation at day 1 following ischemia. IFN-y as well as IL-12 mRNA are subsequent-
ly upregulated at day 6 following ischemia. Combined but not separate /« v/vo neutral-
ization of the IFN-y inducing cytokines IL-12 and IL-18 reduces IFN-y dependent MIR'
class I and II upregulation to a similar extent as IFN-y neutralization, suggesting the
involvement of functional IL-12. IL-18 and IFN-y protein. These results reveal a novel
relationship between tissue injury of non-microbial origin and the induction of IL-12 as
well as IL-18. The collaboration observed between endogenous IL-12 and IL-18 in the
induction of IFN-y after renal I/R, resembles the immune response to bacterial infections.
In CHAPTER 4 the functional role of apoptosis in the induction of inflammation and organ
damage after renal ischemia was investigated. Using a murine model, we demonstrate a
relation between apoptosis and subsequent inflammation. Administration at the time of
reperfusion of the anti-apoptotic agents insulin like growth factor-1 (RJF-I) and zVAD-
tmk, a caspase inactivator, prevented the early onset of renal apoptosis but also inflamma-
tion and tissue injury. Conversely, when administered after onset of apoptosis, these pro-
tective effects were completely abrogated. The presence of apoptosis was directly correlat-
ed with post-translational processing of the chemoattractant cndothelial monocyte-activat-
ing polypeptide II (EMAP-II). which may explain apoptosis-induced influx and sequestra-
tion of leukocytes in the reperfused kidney. These results strongly suggest that apoptosis is
a crucial event, underlying reperfusion induced inflammation and subsequent tissue injury.
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In CHAPTER 5, employing the same experimental model of renal I/R injury, we tested the
hypothesis that I/R of a kidney induces an acute phase response and that mediators of this
response attenuate I/R induced apoptosis and inflammation. These mediators, including
al-acid glycoprotein (AGP) and al-antitrypsin (AAT) significantly decreased postis-
chemic apoptosis as reflected by internucleosomal DNA cleavage, TUNEL histology and
caspasc-l- and -3-like activation. I/R-induced inflammation, investigated by TNF-a his-
tology and determination of renal neutrophil influx was also decreased. Moreover, I/R
induced an acute phase response with potential protective properties. It is speculated that
the acute phase response is functionally involved in the development of I/R injury.
Similar to I/R-induced up-regulation of MHC class 1 and II, an I/R-induced (local or
hepatic) acute phase response is likely to encompass strong physiological protection
against tissue injury (I/R) and the consequences of tissue injury (for instance secondary
infection).
In CHAPTKR 6 we hypothesize that caspase-I activation is a key event in the process of
apoptosis/caspase-dependent inflammation as observed during development of renal
reperfusion injury. Such involvement of caspase-1 is likely since this enzyme has been
reported to /wln-i^al«: nol unJy jn ihr apoplolir /vow-ss, bul .also in inilammaJJcw b>-
means of activating the pro-inflammatory cytokines IL-1 and IL-18. As compared to con-
trols, caspase-1 deficient knockout mice subjected to 45 min of renal ischemia followed
by 24 h of reperfusion showed no improvement of renal function as reflected by serum
ureum and creatinine. These mice showed a slightly attenuated renal inflammatory
response as indicated by a decreased renal neutrophil influx, but failed to show signifi-
cantly altered intrarenal TNF-a production. Moreover, caspase-1 deficient mice exhibit-
ed a clear reperfusion-induced apoptotic reaction as reflected by renal TUNEL histology
and internucleosomal DNA cleavage. Consistently, treatment with agents capable of neu-
tralizing the pro-inflammatory activation products of caspase-1 (IL-1 receptor antagonist,
anti IL-1 receptor antibody, anti IL-1S antibody) also minimally reduced renal function-
al deterioration, inflammation and apoptosis after 24 h of reperfusion. These findings
suggest that activated caspase-1 and its inflammatory cleavage products are involved in.
but not crucial to the induction of inflammation after I/R. Hence, beside caspase-1, other
(combinations of) activated caspases are likely to play a more prominent role in
ischemia-reperfusion-induced inflammation.
In CHAPTER 7 we investigate the relation between apoptosis and early chemokine induc-
tion in the course of renal 1'R. Chemokine induction is an early prerequisite for the
development of a local inflammatory response, as observed following I/R. Employing a
murine model of renal I R-injury we demonstrate renal up-regulation of the CXC
chemokines KC and MIP-2 at the mRNA and protein level after 1 to 16 h of reperfusion.
coinciding with intrarenal activation of the chemokine EMAP-II. Treatment with the cas-
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pase inhibitor zVAD-fmk upon reperfusion effectively prevented I/R-induced renal apop-
tosis, KC and MIP-2 up-regulation and liMAP-H activation after 2 h of reperfusion as
well as neutrophil influx and functional impairment after 24 h of reperfusion. These data
for the first time show that chemokine induction following I/R is dependent on caspase
activation.
In CHAPTER 8 the potential of Heart Fatty Acid-Binding Protein (H-FABP) as a marker
for renal I/R-injury was evaluated in a rat model. H-FABP is a low molecular intra-cyto-
plasmatic protein that is among others involved in intracellular fatty-acid transport and is
present in renal as well as cardiac cells. H-FABP has been proven to be a powerful tool
for diagnosing tissue injury since it is released from damaged cells. After cross-clamping
the renal vessels for different times and subsequent reperfusion. blood samples and renal
biopsies were obtained for further analysis. Serum H-FABP was analyzed by I-1.ISA and
compared with serum (ilutathione S-Transferase (CiST) and 1.1)11 levels.
Immunohistochemical staining of rat kidney showed H-FABP presence in distal tubular
cells. From 15 min onwards after reperfusion, mean H-FABP plasma levels were signif-
icantly increased in the 20, 40 and 60 min ischemia groups compared to the sham group.
GST and LDH levels were only significantly raised in the 60 min ischemia group, start-
ing at 15 and 60 min after reperfusion, respectively. This shows that plasma 1.1)11 and
GST reliably detect severe renal I/R injury in respectively the late and early reperfusion
phase, but fail to detect mild I/R injury. Plasma H-FABP reliably detects mild as well as
severe I/R injury in the early reperfusion phase. Plasma H-FABP levels may be success-
fuly used as a viability test during machine perfusion of NUB donor kidneys.
In CHAPTER 9 the early involvement of pro-apoptotic caspase-7 and anti-apoptotic cFLIP
during renal I/R was investigated. Insight in the early and critical role of apoptosis in the
development of I/R-injury and the way by which early biochemical events lead to later
development of tissue damage, could yield new therapeutic as well as diagnostic means
to face the clinical problem of reperfusion injury. Extended ischemic times up to 45 min,
with or without 2 h of reperfusion, induced formation of 19 kDa active caspase-7 and
reduced intrarenal cFLIP content. Treatment with the caspase inhibitor zVAD-fmk upon
reperfusion failed to prevent caspase-7 activation but effectively reduced cFLIP deple-
tion. The length of renal ischemia paralleled with the exent of renal apoptosis and tubu-
lar damage after 2 h of reperfusion as measured by quantification of intranucleosomal
DNA cleavage and serum H-FABP levels, respectively. At 24 h of reperfusion, the length
of ischemia correlated with the extent of renal inflammation and kidney dysfunction as
reflected by renal neutrophil accumulation and serum ureum and creatinine levels. These
findings are the first to show apoptogenic processes during ischemia that correlate with
the extent of apoptosis, inflammation, tissue damage and dysfunction upon reperfusion.
Caspase-7 activation and cFLIP depletion during ischemia may even be successfuly
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employed to predict the amount of damage to grafts subjected to prolonged ischemia
prior to transplantation. These results also attest to the potential of anti-apoptotic thera-
py in the prevention of clinical reperfusion injury.
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SAMENVATTING
In HOOFDSTUK 1 wordt de klinisiche relevantie van 1/R-schadc besproken. Zowel klinisch
als experimented onderzoek heeft bijgedragen aan het in kaart brengen van bclangrijke
pathofysiologische eigenschappen van I R-schade. De specifieke bi|drage van apoptose
en ontsteking aan het ontstaan van weefselschade ten gevolge van I R koml aan de orde.
Het eerste gedeelte behandelt algemene morfologische en biochemische aspecten van
apoptose en necrose. Apoptose wordt paradigmatisch gezien als een gericht en actief pro-
ces dat geen aanleiding vormt tot het ontstaan van een ontstekingsreaktie. Necrose daar-
entegen wordt verondersteld het resultaat te zijn van uitgebreide beschadiging van een
eel en vormt de aanleiding tot een ontstekingsreaktie. Meerdere argumenten worden
gegeven vöör een voorstelling van zaken waarbij apoptose en necrose, in praktijk en
functioned beschouwd, twee niet te onderscheiden vormen van celdood zijn.
In het tweede gedeelte worden de algemene beginselen van inductie en executie van
apoptose beschreven. Apoptose kan worden geinduceerd door celdood-receptor alhanke-
lijke (extrinsieke) alsook door celdood-receptor onalhankelijkc (intrinsieke) stimuli.
Vervolgens zijn de caspasen enzymen die verantwoordelijk zijn voor de intracellulairc
executie van apoptose, hetgeen uiteindelijk leidt tot het manifest worden van het apopto-
tische fenotype. Het derde gedeelte beschrijft de rol van de ontstekingsreaktie in het
ontstaan van I/R-schade. Aspecifieke weefselschade wordt veroor/aakt door vrijc
zuurstof radicalen die vrijkomen tengevolge van een belast energie metabolisme of door
uitstort van de inhoud van geactiveerde neutrofielen. I)e acute ontstekingsreaktie wordt
gekenmerkt door lokale influx van deze neutrofielen in het gereperfundeerde weefsel
alwaar zij een bijdrage leveren aan het ontstaan van weefselschade Daarnaast wordt de
sub-acute ontstekingsreactie die tengevolge van I/R ontstaat en de immunogeniciteit van
het weefsel verhoogt, besproken.
Het vierde gedeelte van de introduetie behandelt de interactie tussen apoptose en
ontsteking in het verloop van I/R. Naast apoptose, kunnen geactiveerde caspasen tijdens
I/R de proteolytische activatie van ontstekingsbevorderende cytokinen als HMAP-II en
IL-1 medieren. Deze en andere Substraten voor caspasen zijn mogelijk betrokken bij de
pathogenese van I/R-schade. Bovendien speien endogene natuurlijke protectieve mecha-
nismen een rol bij het beperken van apoptose en ontsteking tengevolge van I/R Tot deze
processen behoren cFLIP accumulatie (waardoor caspase-8 niet meer kan worden geac-
tiveerd en activatie van extrinsieke apoptose voorkomen wordt) en de acute fase respons.
Het einde van de introduetie gaat in op de klinische implicates van het concept van
functionele betrokkenheid van apoptose bij het ontstaan van I/R-schade.
Farmacologische modulatie van apoptose via specifieke inhibitie van apoptotische cas-
cades kan mogelijk aangewend worden ter behandeling van uiteenlopende klinische aan-
doeningen waaronder nier I/R-schade. Bovendien is het mogelijk om op basis van de
pathofysiologische betrokkenheid van apoptose diagnostische technieken te ontwikkelen
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die de mate van reperfusieschade kunnen voorspellen nog voordat een ischemisch
beschadigd donororgaan wordt getransplanteerd. Er wordt geconcludeerd dat een
algemene balans tussen processen die necrose of apoptose danwel overleving van de cel
bevorderen, de uiteindelijke hoeveelheid reperfusieschade bepalen.
In HOOFDSTUK 2 wordt onderzoek beschreven naar de interactie tussen I/R-geinduceerde
nier apoptose en ontsteking. Hiervoor werd de rol van de ontstekingsbevorderende medi-
ator TNF-a en de ontstckingsremmende mediator IL-10 bestudeerd. Er werd gebruik
gemaakt van een experimented muizen model waarin een nier werd blootgesteld aan 45
minutcn ischemic gevolgd door reperfusie en dieren werden behandeld met neutralis-
erende antistoffen gericht tegen TNF-a (TN3), IL-10 (JES5-2A5) of controle. Anti-TNF-
a bchandeling verminderde de postischemische nierschade (histologie), ontsteking
(renale TNF-a synthese en neutrollel influx) en apoptose (formatie van DNA ladders),
terwijl anti-IL-M) behandeling deze parameters juist bevorderde na 1 dag reperfusie.
Anti-IL-10 behandeling verhoogde bovendien de renale expressie van MHC klasse I en
II, gemeten na 7 dagen reperfusie door middel van een enzym immuno assay en immuno-
histologie I)e/e resultaten tonen aan dat de mate van I/R-gcinduceerde apoptose wordt
beinvloed door de acute onlslekmgsreaktie in hei kader waarvan lokaal geproduceerd
TNF-a een prominente rol speelt. Deze ontstekingsreactie gaat tevens gepaard met endo-
gene productie van het ontstekingsremmende cytokine IL-10, hetgeen een fysiologisch
tegenwicht biedt ter compensatie van de effecten van TNF-a.
In HOOFDSTUK 3 komt de sub-acute I/R-geinduiceerde ontsteking aan de orde waarbij er
sprake is van IFN-yafhankeliike, verhoogde MHC klasse I en II produktie. Door gebruik
te maken van een mui/en model voor nier I/R-schade wordt aangetoond dat verhoogde
renale 11.-18 niRNA produktie gelijktijdig plaatsvindt met caspase-1 activatie op dag 1
na ischemic. Vervolgens, op dag 6 na ischemie, is er sprake van verhoogde renale IFN-
ymRNA en 1L-12 mRNA produktie. Enkel gecombineerde, maar niet separate /w v/vo
neutralisatie van de IFN-y inducerende cytokinen IL-12 en IL-18 verminderden de IFN-
Y afhankclijke renale MHC klasse I en II produktie in dezelfde mate als IFN-y neutral-
isatie. Dit laatste wijst op functionele betrokkenheid van IL-12, IL-18 alsook IFN-yeiwit.
Deze resultaten leggen een nieuwe relatie bloot tussen weefselschade van niet-microbiele
oorsprong en de inductie van zowel IL-12 als IL-18. De wijze waarop endogeen IL-12 en
IL-18 samenwerken om IFN-yte induceren in het verloop van nier I/R, vertoont sterke
overeenkomst met de lokale immuunrespons op bacteriele infecties.
In HOOFDSTUK 4 wordt onderzoek beschreven naar de functionele rol van apoptose in het
ontstaan van ontsteking en weefselschade na nier I/R. Door gebruik te maken van een
mui/en model wordt een oorzakelijk verband aangetoond tussen apoptose en de hierop
volgende ontstekingsreaktie. Het op het moment van reperfusie toedienen van de anti-
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apoptotische groeifactor IGF-1 of de caspase inactivator zVAD-fmk voorkwam vroege
I/R-geinduceerde nier apoptose, ontsteking en orgaanschade. Omgekeerd. wanneer deze
anti-apoptotische farmaca werden aangewendt nä het ontstaan van apoptose. tradon de
beschermende effecten niet op. De aanwezigheid van apoptose cotroloordo met de post-
translationele activatie van het chemokine KMAP-I1. hetgoon potontioel een verklaring
vormt voor de waargenomen apoptoso-afhankolijko influx van neutrofielen in de gorepcr-
fundeerde nier. Deze resultaten suggereren sterk dat apoptose een cruciale voorwaardo is
voor het ontstaan van I/R-geinduceerde ontsteking en weefselschado.
In HOOFDSTUK 5, gebruik makend van hetzelfde mui/en nier I/R-model, wordt de
hypothese onderzocht dat nier I/R een acute fase respons induceert en dat acute fase
eiwitten I/R-geinduceerde apoptose en ontsteking verminderen. De acute fase eiwitten
al-acid glycoproteine (AGP) en al-antitrypsino (AAT) vomiindordon significant postis-
chemische nier apoptose gemeten door bepaling van intranucleosomalo DNA klievmg,
TUNHL histologie alsmede caspase-1 en caspase-3 type aciivatie. Daamaast was do I/R-
geinduceerde ontsteking, onderzocht middels TNF-a immunohistologie en nier neu-
trofiel influx, eveneens duidelijk afgenomen. Bovendion vormde I/R do aanleiding voor
het ontstaan van een acute fase respons met potentieel beschenkende eigenschappon. I T
kan hierom worden gespeculeerd dat de acute fase respons functioned botrokkon is bij
de ontwikkeling van I/R-geinduceerde orgaanschade. Overeenkomstig I/R-geinduceerde
verhoogde produktie van MHC klasse I en II, is de acute fase respons (lokaal of
hepatisch) die optreedt na I/R eveneens deel van een fysiologisch systeem dat
bescherming biedt tegen een overmaat aan weefselschade (I/R) on do gevolgen van weof-
selschade (bijvoorbeeld secundaire infectie).
In HOOFDSTUK 6 wordt gehypothetiseerd dat caspase-1 activatie een esscntiele gebeurte-
nis is in het proces van apoptose/caspase-afhankelijke ontsteking zoals waargenomen na
nier I/R. Zulke betrokkenheid van caspase-1 is plausibel omdat van dit enzym is aange-
toond dat het naast apoptose ook ontsteking kan medieren middels activatie van de
ontstekingsbevorderende cytokinen IL-1 en IL-18. Vergoleken met controles vertoondon
caspase-1 deficiente knockout muizen blootgesteld aan 45 minuten nierischemie gevolgd
door 24 uur reperfusie geen verbetering van nierfunktie gemeten door bepaling van serum
ureum en creatinine spiegeis. Wei vertoonden deze muizen een licht afgenomen renale
ontstekingsreaktie gemeten aan de hand van kwantificatie van neutrofiel influx. Van een
evidente afname in intrarenale TNF-a productie was bij deze muizen geon sprake.
Caspase-1 deficiente muizen vertoonden een duidelijke reperfusie-geinduceerde apopto-
tische reaktie in de nier zoals weerspiegeld door TUNEL histologie en internucleoso-
male DNA klieving. Overeenkomstig bleken behandelingen met neutralisercnde agentia
gericht tegen de ontstekingsbevorderende activatie producten van caspase-1 (IL-1 recep-
tor antagonist. anti-IL-1 receptor en anti-IL-18 antilichamen) slechts minimaal in staat
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nierfunctie. ontsteking en apoptose te kunnen verbeteren na 24 uur reperfusie. Deze
bevindingen suggereren dat geactiveerd caspase-1 en haar ontstekingsbevorderende
klievingsproducten betrokken zijn bij, maar niet van cruciaal belang zijn voor het
ontstaan van ontsteking na I/R. Het is daarom waarschijnlijk dat er naast caspase-1.
andere (combinaties van) geactiveerde caspasen een belangrijke rol spelen bij het
ontstaan van I/R-geinduceerde ontsteking.
In HOOIDSTUK 7 wordt de relatie onder/ocht tussen apoptose en vroege chemokine
inductie na I/R. Vroege produktie van chemokines is een voorwaarde voor de ontwik-
keling van een lokale ontstekingsreaktie, zoals gezien na nier I/R. In een muizen model
voor nier I/R wordt aangetoond dat verhoogde renale produktie op eiwit en mRNA
niveau van de C'XC chcmokmen KC en MIP-2, samenvalt met intrarenale activatie van
het chemokine I-MAIMI. Bchandeling met de caspase inactivator zVAD-fmk ten tijde
van rcpcrlusie voorkwam het ontstaan van nier apoptose, inductie van KC en MIP-2
alsook activatie van HMAP-II na 2 uur reperfusie. Daarnaast voorkwam zVAD-fmk nier
neutrofiel influx en verslechtering van nierfunktie na 24 uur reperfusie. Deze gegevens
tonen voor het eerst aan dat chemokine inductie ten gevolge van I/R afhankelijk is van
caspase acfrvatre.
In HOOFDSTUK 8 wordt het potentieel van H-FABP als marker voor nier I/R-schade in een
ratten model geevalueerd. H-FABP is een laag-moleculair intra-cytoplasmatisch eiwit dat
onder andere betrokken is bij het intracellulaire vetzuur transport en zieh zowel in hart-
als in nicrccllcn bevindt. Plasma H-FABP bepaling heeft zieh zeer bruikbaar getoond ter
diagnostisering van cardiale weefselschade omdat het vrijkomt uit beschadigde hart-
cellen. Na verschillende periodes ischemie, gevolgd door reperfusie werden bloedmon-
sters en nierbiopten ter analyse afgenomen. Serum H-FABP spiegeis werden bepaald met
behulp van een 11.ISA en vergeleken met serum Glutathion S-Transferase (GST) en
LDH spiegeis. Immunohistologie voor ratten H-FABP toonde evident aanwezigheid van
dit eiwit in distaal tubulus epitheel aan. Vergeleken met de sham groep Stegen vanaf 15
minuten reperfusie de plasma H-FABP spiegels significant in ratten blootgesteld aan
ischemie gedurende 20, 40 en 60 minuten. Plasma GST en LDH spiegels waren slechts
significant verhoogd in ratten blootgesteld aan 60 minuten nierischemie. respectievelijk
beginnend vanaf 15 en 60 minuten na ischemie. Dit laat zien dat plasma LDH en GST
spiegels betrouwbaar ernstige, maar niet matige I/R-schade in respectievelijk de late en
vroege reperfusiefase kunnen detecteren. Met plasma H-FABP spiegels daarentegen is
het mogelijk /owel milde als ernst ige I/R-schade te detecteren in de vroege reper-
fusiefase. Mogelijk kan bepaling van plasma H-FABP worden aangewend als succesvolle
"viability test" gedurende machineperfusie van NHB donor nieren.
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In HOOFDSTUK 9 wordt tenslotte de vroege betrokkenheid van pro-apoptotisch caspase-7
en anti-apoptotisch cFLIP bij nier 1 R geanalyseerd. In/ichten in de vroege en kritieke rol
die apoptose speelt bij het ontstaan van I/R-schade en de wijze waarop vroege bio-
chemische veranderingen leiden tot latere ontwikkeling van weefselschade, voorzien in
nieuwe therapeutische en diagnostische mogelijkheden ter detectie cn behandeling van
klinische I R-schade. Ischemische periodes oplopend tot 45 minuten. al dan met gevolgd
door 2 uur reperfusie, induceerden formatic van 19 kDa actief caspase-7 en reduceerden
de intrarenale hoeveelheid cFLIP. Behandeling met de caspase-inactivator zVAD-fmk ten
tijde van reperfusie bleek niet in staat renale caspase-7 activatie te voorkomen. inaar
voorkwam wel cFLIP depletie in de nier. De duur van ischemie kwam zowel oveiven met
de mate van apoptose (intemucleosomale DNA klieving) als met de mate van tubulaire
schade (plasma H-FABP spiegeis) 2 uur na ischemie. Na 24 uur reperfusie kwam de
lengte van ischemie overeen met de mate van nier ontsteking en dysfunktie weerspiegeld
door accumulatie van neutrofielen in de nier en serum ureum en creatinine spiegeis De/e
resultaten tonen voor het eerst aan dat apoptotische processen gedurende de ischemische
fase correleren met de mate van apoptose. ontsteking en orgaanschade zoals
waargenomen ten tijde van reperfusie. Caspase-7 activatie en cFLIP depletie gedurende
ischemie kunnen mogelijk worden aangewend om de hoeveelheid orgaanschade te voor-
spellen waaraan ischemisch beschadigde donor organen na transplanlatie zullen worden
blootgesteld. Tevens vormen deze resultaten een argument voor de effectiviteit van anti-
apoptotische therapie ter behandeling van klinische reperfusieschade.
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